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1．はじめに
　生薬は天産品であるという性格上、品質が常に一定で
あるとは限らない。栽培地、採集時期、加工調製法ある
いは原植物の違いなど多くの変動要因が考えられる。生
薬を原料とする漢方薬、健康食品は、品質の良い生薬を
使用することで初めて本来の薬効が期待できる。生薬の
品質を正しく見極め、使用目的に合った品質の生薬を使
いわける必要がある。
　品質に最も影響を及ぼす要因は基源である。日本で使
用する生薬のほとんどが外国からの輸入品であるため、
基源を正しく同定することは最重要点である。生薬名は
必ずしも基源を表わすものではない上、異物同名生薬が
多く存在することから生薬名と植物名は一対一の対応を
していない。また学名が付けられない植物（交配種など）
が原植物であることもありうる。生薬を使用する際は常
に基源に注意を払う必要がある。
　近年、防已を構成生薬の1つとする処方を服用し、多
数の腎障害患者を出した事件も記憶に新しい。これはウ
マノスズクサ科に由来する中国産防巳（広防已）を使用
したため、含有するアリストロキア酸による作用であっ
た。防已は通常、ツヅラフジ科オオツヅラフジ
S仇omeη以mαc砿μmに由来する生薬である。
　一般に生薬の基原の同定は困難である場合が多い。生
薬は植物の一部であり、加工され、細かく刻まれた状態
ではさらに同定が困難になる。これまで同定は組織学的、
または含有成分による比較が行われてきたが、これらは
植物の成長段階、生育環境により変化しうる事、および
熟練した技術が必要である事など欠点もあった。そこで、
本研究では客観的な方法としてDNA配列による同定法
を検討した。これは近年、急速に進歩しつつある分子生
物学的手法を応用したものである。動植物について
DNAを解析することは一般化していたが、生薬のよう
に乾燥、加工したものは長鎖DNAの残存率が低いため
研究例はPαπαπ属植物と人参類生薬D、AZrα鋤Zo（1es属
植物と市類生薬2）など数例にすぎなかった。しかし著
者らはこれらを克服し研究を進めてきた。
　本報では、これまでの研究の中から、欝金類生薬の基
源と品質に関する研究、およびササ類植物の分子系統学
的解析について記載する。
2．欝金（ウコン）類生薬の基源と品質について
　欝金類生薬は、ショウガ科（Zingiberaceae）の
Cμrcμmα属植物の地下部に由来する漢薬である「骸金」、
「姜黄」、「義力t」など、健康食品に供される「ウコン」、
「ハルウコン」などを包括する生薬群で、世界各地で薬
用または食品用として汎用されている。また、近年「欝
金」の主成分であるcurcuminに抗腫瘍作用、神経保護
作用、抗アレルギー作用など、また同類生薬に含有され
るセスキテルペンに肝保護作用が報告され、生理活性の
高い生薬としても注目されている。骸金類生薬の基源に
ついては『中華人民共和国薬典』3）に、「姜黄」は
CZoηgαの根茎、「片姜黄」はCωeηy吻仇の根茎の縦
切品、「義市」はσρんαεocαμ加、　Cゐωαπg8泥π8」8及
びC．ωeπy吻仇の根茎、「郁金」　はcわπgα、
Cρんαeocα顕s、　C丘ωαπ98‘θπ8お及びCωeηy以πの
塊根であると規定され、一方日本では『日本薬局方』4）
に「ガジュツ」はC2θ∂oα励の根茎、「ウコン」は
CZoηgαの根茎であると規定されている。このように
国によって薬用として使用可能な植物や用部が異なり、
また生薬の産地が違えば原植物が異なる上に呼称も様々
で、他の同属植物が同名で呼ばれている場合もある
（Table　1，　Fig．1）。さらに、原植物であるCμrcμmα属
植物は植物分類学的に未整理な分類群の一つとされ、種
の同定が難しく、それらの植物体の一部を加工した生薬
ではさらに同定が困難である。このような同定上の問題
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Table　1．C醐cω凹d㎎s　av証labk　in　Chirx鄭e　and　J叩aoese　maホ£ts
　中国産堅金類生薬
植物名 生薬名 日本での市場名
学名 中国名 根茎の般名 塊根の・般名根茎の’般名　　塊根
Cuπ）μm∂bng∂L
Cρわ∂eoc∂u∬s　Va｜．
C㎞aηgs’eηs’s　S，　G．　Lee　et　C．　F．　Liang
C．weηyq∫’n　Y．　H．　Chen　et　C．　Ling
C．s’cカαaηeηs’sX．　X．　Chen
C．c力μaηez力u　Z．　Y．　Zhu
C，c17αaηyt〃’n　C．　K．　Hsieh　et　H．　Zhang
C，chuaηht／aη釦旧ng　Z，　Y．　Zhu
C．yuηηaηens’s　N，　Liu　et　Senlen
姜黄
蓬義・忙
広西義1忙
温郁金
川郁金
川筏戊1亡
川郁金
川黄姜
1頁花義戊忙
姜黄’
義d亡’，蓬義市
義戊1［’，桂義巾、広西義1忙
」セ’忙㌔温義乖（主根茎D
姜黄lf則根茎）
片姜黄’（根茎の縦切品｝
姜黄，川義乖
川較4亡
川黄姜
郁金’、黄緒郁金
郁金’，緑蒜郁金
郁金’、桂郁金
郁金’，温郁金
川郁金
川郁金
郁金
郁金
彫金　　玉金，川1三金
義唯　　玉金，Il圧金
義ノ忙　　玉金
片姜黄　一
目本産塵金類生薬
植物名 生薬名
?
標准和名 t艮茎び）　・舟舞71 塊根
Cu♪cαma　loηga　L
C．zedoa汀●Rosc．
C．amm∂f’ca　Sa｜isb．
ウコン
ガジュツ
ハルウコン
ウコン㌔欝金，宇金
カジュヅ，筏市
ハルウコン
＊中国及び日本の公定書に収載されている生薬
?
　　　　　　Jap加gsg　Mark酬
　　Ukon　　　　G司u鯵u　　　Haruukoo
　　（ウコンり　　　（ガジュツ｝　　（ハルウコン）　　・
／　　　　　　　　　　　　　Chlnes●闇ark●t ＼ 、
「
Yuj佃
侮金）
劃係膨金
Jlanghuang
　｛姜黄）
E由u
（i馴t）
　姜黄　　　　　　桂義巾
緑綜書金
?
C財rc1イη）α10η9α c左wα〃9∫’εη5r∫
片姜黄　　　　温義巾 ?
　Unidentif三ed　species
（May）　　　　　　（Sep．）
n昏　1．Cぬrclω7綬db㎎s　available　in㎝∬Dese　alH』」←e　nla160e6
から、彰金類生薬の薬効上の違いは不明確にならざるを
得なかったと考えられた。16世紀に著された「本苧二綱
目』5・6，には「姜黄、郁金、速薬三物、形状功用皆相近、
但郁金入心治血、而姜黄兼入脾、兼治気．速薬則入肝、
兼治気中之血、為不同圷」と記され、3生薬の違いが述
べられているのに対し、現在の『中華人民共和国薬典』
では「姜黄」及び「片姜黄」は破血行気、通経止痛、
Fig　2・Photographs　of　Cロ’cμ㎜plan鶴
　ノ
ノ’
「郁金」は行気化療、清心解郁、「義市」は行気破血、消
積止痛と薬効が記され、4生薬がともに繁血病態に有効
であることが窺えるが、薬効に若干の変遷が見られ、ま
た各生薬の特徴が不明確になっている。日本では「ガジュ
ツ」は芳香性健胃、駆風、鎮痛、通経などに、「ウコン」
は、芳香性健胃、利胆などに応用されるが、両者の間及
び基源の異なる中国産との薬効上の違いは不明瞭である。
さらに、「ガジュツ」として実際臨床に用いられている
生薬は局方収載のCze∂oαrぬの根茎ではなく、中国か
らの輸入品であることも大きな問題である。そこで、欝
金類生薬を正確に同定する方法を開発し、各植物由来の
一 14一
Proc．　Hoshi　Univ．　No．49，2007
生薬の品質上の差異を明確にする目的で、C耽cμmα属
植物の分子系統学的解析7）、遺伝子多型に基づいた生薬
同定法の検討8・9）、及び原植物が明確になった生薬を用
いた血管作動性の検討’°1と生薬に含有される成分との
関連性について研究を行った。
　2．1中国及び日本のCμrcμmα属植物の塩基配列7｝
　Cμrcμmα属植物は中国1”17｝に約16種が自生または栽
培され、一方日本18・191には3種が栽培されている。こ
れらの内、生薬として流通する可能性のある11種を選
び実験に使用した。すなわち栽培種は中国産の
Cμrc醐αZOη9α、　C　PんαeOCα協8、　C　Zθ∂0αrjα、
Cんωαηgsjeη8‘8、　Cωeηy吻仇及びC．αromαεjcαの6
種、日本産のCIO㎎α、　Cαromατjcα及びC　ze∂0αriα
の3種である。また、栽培または野生種で近年報告され
た新種のCsjc肋αηeηsεs、Ccんμαηe幼μ、Cc肋απy
妨η、Cc加αηんμαπg加πg、C．y顕ηαηeη8》8の5種も
実験に供した（Table　1）。
　Cμrcμmα属植物は植物分類学的に、葉の上面または
下面の毛の有無、葉の上面の主脈の両側に現れる紫色の
帯状斑（purple　band）の有無、葉鞘の色（緑色または
紫色）、花序の位置（葉鞘から離れて根茎から直接出る
かまたは葉鞘の中央から出るか）、苞（coma　bractsを
含む）及び花の色、根茎の外面及び断面の色により区別
される（Fig．2）。しかし、生薬の生産を目的にした栽
培では、植物が開花しないことが多く、またpurple
bandも生長段階、栽培条件などにより出現しないこと
がある。さらに中間的な形態を示し交雑の可能性も考え
られる不明種も確認した。
　そこで、Cμrcμmα属植物を客観的に同定するための
指標を見つけだし、さらに各種の近縁関係を明らかにす
る目的で核18S　rRNA遺伝子及び葉緑体ZmK遺伝子の
塩基配列を検討した。
　Cμrcμmα属植物6種の18S　rRNA遺伝子領域の長さ
は全て1810塩基対であった。本領域の塩基配列は
Cμrcμmα属内で非常に保存されており、上流から234番
目のみに塩基置換が認められた。σんωαηgsieη8jsは
thymineであり、C．　ze∂oαrmではthymineとcytosineの
2タイプがあり、それ以外の種ではすべてcytosineであっ
た。C2¢∂oαr》αのうち、234番目の塩基がcytosineであっ
た検体はすべて中国産であったことから、このタイプを
Chinese　population（CN）とした。・一一方、　thymineで
あった検体は日本産であったことから、このタイプを
Japanese　polulation（JP）とした。新種の5種もまた
すべて1810塩基対であり、234番目の塩基は全て
cytosineであった。
　τrηK遺伝子の全長は種により2698塩基対から2705塩
基対まで変化し、同一種内でも1塩基の増減があった
（Fig．3）。　zrηK遺伝子のヒ流から501～514番目にpoly
thymine領域が存在し、　thymineの数は種により10～14
塩基まで変化した。cZoηgαの配列と各種の配列を比
較した結果、m砿K遺伝子領域の配列はよく保存されて
いたが、τrηK5’コード領域とmατK領域の間及び
mατK領域と励K3’コード領域の間のイントロン領域
に塩基の挿入／欠失及び置換が認められた。
Cpみαeocα娠sは728～731番目に4塩基の挿入が認め
られた。18S　rRNA遺伝子で上流から234番目の塩基が
cytosineとthymineであったC　zε（loαア辺（CN）と
Cze∂oαriα（JP）は、¢rπK遺伝子領域でも異なる配列
を有していた。　この内σ2αd！oατ辺（CN）は
Cρんαeocαμ伝の配列と相同であった。
Cんωαηgs：eηs‘sは塩基配列の違いから2タイプに分け
られた。形態学的にも2タイプは異なり、前者は葉に
purple　bandがあり、花序は葉鞘から離れて根茎から直
接出る（以下、purple－cloud（pl）typeと称する）のに
対し、後者は葉にpurple　bandがなく、花序は葉鞘の中
央から出る（以下、pubescent（gl）typeと称する）。
Cんωαηgsieη8」8のplタイプ及びglタイプはともにpoly
thymine領域の塩基の数が13と14の検体があった。
C．ωeηy吻：ηは、poly　thymine領域が14塩基である
Cんωαπg8‘eηsi8（gl）と相同の配列であった。
Cαromα‘》cαは9塩基の欠失、及び14塩基の挿入が認
められた。一方、同じショウガ科のHαかc玩μm
spjcα加mとCμrcμmα属植物間の塩基置換数は18～27塩
基、変異率は0．67～1．00％であり、本領域における
Cμrcμmα属植物の塩基配列の保存性の高さが示された。
　次にZrπK遺伝子及び18S　rRNA遺伝子の塩基配列の
データを合わせて系統樹を構築した（Fig．4）。その結
果、　Cμrcμmα属植物はoutgroupのHe（》yc砺μm
spjcαωmに対して単系統群を形成した。　Cμrcμmα属の
単系統群の中ではC．αromαzjcαが最も離れた系統関係
にあった。Cωeηy吻仇とσ〃ωαηgsjeη8js（gl）が同一
のクラスターに入り、Cze（わα冠α（JP）と
C．Wαπgs花ηsお（pl）が同一のクラスターに入った。
C．わηgαはCρみα¢OCα功sと近縁関係にあり、次に
C2e∂oαrぬ（JP）が近かった。
　以上、18S　rRNA遺伝子及びかηK遺伝子の塩基配列
はCμrcμmα属植物の分類に有益な知見を与えた。また、
Cαrcμmα属植物のように外部形態が類似する分類群に
関しては遺伝子解析が重要な種の同定手段になることを
示すことができた。
　2．2欝金類生薬の同定醐
　18S　rRNA遺伝子及びぴπK遺伝子についてCμrcμmα
属植物11種の塩基配列を明らかにした。勘金類生薬に
ついても2遺伝子領域の塩基配列を決定できれば、比較
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により生薬の同定が可能である。
　欝金類生薬は通常、加熱乾燥や煮沸処理などの修治を
受けているため、DNAは断片化していると考えられた。
さらに、微生物汚染の可能性も考えられるため、塩基配
列の解析にはこれらの点に注意しなければならない。ま
ず、PCR法による増幅法を検討した。同定は生薬の2
遺伝子領域の塩基配列を植物と比較する方法の他、簡便
な同定法としてAmplification－refぬctory　mutation
system（ARMS）法の応用を検討した。
　生薬から抽出した全DNAの場合は、通常のPCR法で
は反応が進行せず、電気泳動では何も確認できなかった。
しかし、これを鋳型として、2段階のPCR法による増幅
を行った結果、Cμrcμ㎜α属植物と同様にPCR産物が得
られた。
　塩基配列を決定し各生薬材料の塩基配列をCμrcμmα
属植物の配列と比較した結果次のように同定できた。日
本産日本市場品ウコンはcわηgαの根茎、ガジュツは
Cz¢∂oαr‘α（JP）の根茎、ハルウコンはCαromαεjcα
の根茎。中国産日本市場品欝金（中国市場名：姜黄）は
CZoηgαの根茎、片姜黄はCωεπy吻仇の根茎、玉金は
中国市場名が黄綜欝金はC㌧Zoηgαの塊根、中国市場名
が緑綜骸金はCρんαeocαμZjsの塊根であった。中国産日
本市場品義市の同定は最も複雑であった。四川省産は
Cρんαeocαμ伝の根茎、漸江省産（中国市場名：温義市）
はCωεηy吻仇の根茎、広西壮族自治区産（中国市場名：
桂義〕忙）はCρんα¢OCαμZ‘8、　CんωαπgsjeηS‘8（gl）及
びC．んωαηg8：eη8ロ（pl）の根茎であった。ここで、広
西壮族自治区産のものは外部形態上では全く区別するこ
とが不可能であった。遺伝子を解析して始めて原植物が
判明した。さらに四川省産のCρんα¢ocαμ臨に由来する
生薬と広西壮族自治区産のCρhαeocαμ応に由来する生
薬は塩基配列が相同である一方、含有成分は異なってい
た2°1。すなわち含有成分は遺伝的要因よりも生育環境に
影響をうけることが推測された。今回検討した生薬中に
はαyμηηαηeπ8」8に由来する生薬は存在しなかった。
　さらに、塩基配列を決定することなく簡便で確実に植
物及び生薬を同定できる方法を開発する目的で、2遺伝
子領域におけるARMS法を検討した。18S　rRNA遺伝子
領域では2種類、かηK遺伝子領域では4種類の特異性の
あるprimerを設計し、さらに最適なprimerのアニーリ
ング温度及び伸長反応の温度と時間を設定することによ
り、同定法を確立できた。18S　rRNA遺伝子領域の
ARMS法はCμrcμmα属植物にのみ応用可能であったが、
ZrηK遺伝子領域のARMS法は植物のみならず骸金類生
薬でも応用可能であった。ただし、励K遺伝子領域に
よる生薬の同定では産地情報が必要な場合があった。す
なわち、電気泳動像でフラグメントのパターンが同じで
あったC．ze（loαrゐ（JP）とC．んωαηg8‘εηs：8（pl）では
日本産か中国産か、またC．んωαηgs‘εη8εs（gDと
Cωεηy砂仇では中国広西壮族自治区産か漸江省産かの
情報が必要であった。
　18S　rRNA遺伝r領域のARMS法により
Cんωαπgs‘eηsる（pl）及びCωeηy吻」ηの植物材料がヘ
テロ接合体（234番目の塩基がcytosine及びthymine）
であることが明らかになった。しかし、本遺伝子領域は
数百から数千コピーも存在するため、このヘテロ接合体
は交配により形成されたものなのか、あるいは交配によ
らず、コピー内の一部の変異なのかは不明である。
　そこでホモ接合体かヘテロ接合体か調べるために核
18S　rRNA遺伝子領域の234番目の塩基をSNPs（single－
nucleotide　polylnorphism）解析により測定した。これ
は該当領域の233番目に接着するプライマーを設計し、
234番目に取り込まれる塩基がcytosineかthymineかを
蛍光標識塩基（［F］ddNTPs）を用いて調べる手法であ
る。いずれか一方のみが取り込まれた場合はホモ接合体、
共に取り込まれた場合はヘテロ接合体と判断できる。
　この手法を広西壮族自治区で栽培されていた義尤の原
植物に適用した2°1。その結果、すべての個体がヘテロ接
合体であることが判明した。それらは外部形態からも変
異が観察され、交配種であることが推測された。すなわ
ち、厚みのある葉や葉の両面の毛といった
Cんωαηgsjeηsi8の特徴があるものの、　purple　bandや
葉の幅、花序の出方等に様々な変異があった。この結果
より、　広西壮族自治区で栽培されている
C鋤αηgsεeηs‘8はすべて交配種であり、塩基配列と成
分分析の結果を合わせるとCρんαeOCαμ応とc　ZOηgαが
関係していることが推定された。長い栽培の歴史で、選
別や自然交配が繰返された結果であると考えられる。さ
らにホモ接合体のC．Wαηg8jeη8」8を探索した結果、中
国の2箇所の植物園（中国科学院華南植物研究所華南植
物園、中国医科院広西薬用植物園）のみであった。
　2．3欝金類生薬の血管作動性の検討’ω
　漢方には癌血という病態生理学的概念があり、「1血
（ヒトの血液・体液の意）」の薔滞によって誘発された病
態を指す。運動不足、睡眠不足、肉体的ストレスまたは
精神的ストレス等が療血の原因となる。療血を改善する
作用を駆療血作用といい、薬理学的には血管拡張、血小
板凝集阻害及び線溶作用等を包括した作用であると考え
られる。本研究では、駆療血作用の重要なメディエーター
として一一酸化窒素（NO）に着目した。なぜなら、内皮
依存性血管弛緩作用は、その大部分が血管内皮細胞に存
在する内皮型NO合成酵素（eNOS）に由来するNOによ
り引き起こされるためである。さらにNOは、血管弛緩
作用以外にも血小板凝集阻害作用等の血液粘度の低下に
も関与しているため、血管平滑筋に作用して血管拡張を
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促すメディエーターよりも有効であると考えられた。
　本研究では遺伝子解析により正しく同定した5種の骸
金類生薬及び、活性を指標にして単離した8化合物を実
験材料とし、血管作動性試験を行い、さらに内皮依存性
血管弛緩作用の有無についても検討した。生薬5種は宇
金（基源：Cわηgαの根茎）、片姜黄（Cωeπy吻仇の
根茎）、文尤　（Cρみαeocα痂sの根茎）、義尤
（Cんωαηgsjeη8」8及びC　pんαeocαμ旛の根茎）、ガジュ
ッ（Cze∂oαrゐの根茎）であり、以下、それぞれCL、
CW、　CP、　CKPおよびCZと記載する。これにより、骸
金類生薬の療血に対する有効性と、各生薬間での効果の
差異について明らかにすることを目的とした。
　オルガンバス中のラット胸部大動脈にPGF、。を投与し、
前収縮させてから、各生薬から調製した熱水抽出エキス
及びメタノール抽出エキスを累積投与した。オルガンバ
ス中のエキス濃度は10’6g／mlから開始し、3x1ぴ、1ぴ、
3x10・‘、104、3x10『4、10’3g／m1になるように累積投
与した。熱水抽出エキスの場合、弛緩反応は最も高濃度
である10’3g／mlで現れた。それぞれのエキスの最大弛緩
率は10’3g／mlにおいて、　CLは65．3％、　CWは54．4％、　CP
は47．4％、CKPは22．6％、　CZは383％であった。この
際、CW、　CP及びCZにおいて最大弛緩反応の後、再び
収縮が観察されたことから弛緩作用物質以外に収縮作用
物質も含んでいることが示唆された。各濃度における弛
緩率をプロットしたところ（Fig．5A）、　CPのみ3　x　lo　4
g／mlでネガティブコントロールであるH，Oと比較して有
意に、その他の4種は10・3g／mlにおいて有意な弛緩を示
した。弛緩率は生薬間で差が見られ、強いものから順に
CL、　CW、　CP、　CZ、　CKPであった。…方、メタノール
抽出エキスは熱水抽出エキスと比べ、強い弛緩作用を示
した。104g／mlでは生薬間に差が見られ、　CPは72．7％、
CZは63．1％、　CKPは60．4％、　CWは46．3％、　CLは35．4％
であった。10’3g／mlでの弛緩率は、　CLは78．6％、　CWは
86．2％、CPは88．9％、　CKPは87．5％、　CZは85．8％であ
り、すべて強い弛緩作用を示した。メタノール抽出エキ
スの濃度反応曲線では（Fig．5B）、ネガティブコント
ロールであるDMSOと比較して、　CKP、　CP、　CW及び
CZでは104g／ml以上で、　CLは3　x　10’3　g／mlで有意な弛
緩作用がみられた。10’391mlでは5種類とも強い弛緩率
を示し、この濃度において生薬間での差は見られなかっ
た。
　熱水抽出エキスでみられた弛緩作用は、熱水抽出エキ
スに含まれているメタノール可溶化合物（低極性化合物）
に由来する可能性を考え、熱水抽出エキスのメタノール
可溶物とメタノール不溶物の割合を測定した結果、5種
類の熱水抽出エキスの中で最も強い弛緩率を示したCL
にはメタノール可溶物が47．5％含まれていた。熱水抽出
エキスの活性が弱かったCKP及びCZはメタノール可溶
物の比率も14．3％及び10．5％と低かった。
　次に、メタノール不溶物の主成分である多糖類の活性
を調べる目的で、別にエタノール沈澱法により多糖類を
精製し、活性を調べた。その結果、PGF、。で前収縮させ
た血管ではいずれの生薬からの多糖類も弛緩作用を示さ
なかった。一方、PGF，。による前収縮なしで行った収縮
試験では、すべての多糖類画分が収縮作用を示した。
103g／mlにおける収縮率はCLは21．9％、　CWは45．3％、
CPは47．8％、　CKPは11．3％、　CZは36．3％であった。
　以上の結果から、メタノール可溶物は強い血管弛緩作
用を、多糖類は血管収縮作用を有し、メタノール可溶物
と多糖類の両方を含む熱水抽出エキスは両画分の相反す
る作用の総和として結果的に血管弛緩作用を示し、それ
はメタノール可溶物と比較すると弱いことが示唆された。
　次いで、血管弛緩作用におけるNOの関与を調べる目
的でNO合成阻害薬であるLNAMEを実験開始1時間前
にオルガンバスに処理して実験を行った。熱水抽出エキ
スではCZのみLNAMEの前処理により弛緩率が有意に
減少した（38．3％→13．2％）。しかし、その他の4種に
ついてはL－NAME処理の有無による有意な差が見られ
なかった。同様にメタノール抽出エキスに関しても試験
を行ったが、L－NAMEの投与によって弛緩作用が変化
したエキスはなかった。一方、多糖類の収縮試験におい
てLNAMEを前投与したところ、　CZの多糖類画分によ
る収縮作用のみが、L－NAMEの投与により有意に増強
された（36．4％→82．4％）。すなわち、CZの多糖類には
血管収縮を引き起こす成分だけでなくNO依存性の血管
弛緩成分も含まれていることが示唆された。熱水抽出エ
キスの作用はメタノール抽出エキスと多糖類の作用の総
和であると考えられる。よって、CZの熱水抽出エキス
でのLNAMEによる弛緩率の減少は、多糖類中の弛緩
成分に対するL－NAMEの抑制作用が反映されたもので
あると思われた（Fig．6）。
　強い血管弛緩作用を示したメタノール抽出エキス中の
活性成分を明らかにする目的で、活性を指標にして分画
を行い、8種類の化合物を単離した（Fig．7）。1種類の
curcuminoids（curcumin）、3種類のbisabolane－type
セスキテルペン　（α一turmerone，β一turmerone，αr－
turmerone）、2種類の血ranogermacrane－typeセスキテ
ルペン（f㎞ranodine，　fUranodienone）及び3種類の
germacrane．typeセ　ス　キ　テ　ル　ペ　ン（curdione，
germacrone，　dehydrocurdione）について、血管弛緩作
用試験を10’7Mから104Mの濃度で累積投与して調べた
（Fig．8）。ネガティブコントロールのDMSOと比較して
fUranodieneのみが10・5　M以上で、α一turmerone及びβ一
turmeroneの混合物、　germacrone及びdehydrocurdione
は3x104M以上で有意な弛緩作用を示した。104Mで
の弛緩率は、αr－turmeroneは76．9％、α一turmerone及
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びβ一turmeroneの混合物は79．1％、　curcuminは71．4％、
丘1ranodineは73．0％、　f㎞ranodienoneは82．6％、　germac
roneは83．2％、　curdioneは59．8％及びdehydrocurdione
は67．8％であり、germacroneが最も強い活性を示した。
また、弛緩作用の濃度反応曲線において、各化合物間で
有意な差異は観察されず、明確な構造活性相関も見い出
されなかった。また、弛緩率はLNAMEの前処理の有
無で変化しなかった。
　5種類の基源の異なる欝金類生薬について駆療血作用
の検討を行った。基源は遺伝子解析により同定しており、
Cμrc醐αZOη9α、　C．ωeηy妙η、（元ρんαeOCα砿S、
Cんωαηg8jeηsj8及びC　ze∂oα旭の根茎に由来する。
CKP、　CP、　CW及びCZのメタノール抽出エキスは104　g
／ml以上で、　CLは3　x　104　g／ml以上で有意に弛緩作用を
示し、10’3g／mlでは全て約80％の弛緩率を示した。104
g／mlで見られた生薬間の差　（CP＞CZ＞CKP＞
CW＞CL）は、含有化合物の含量及び組成の差である
と考えられる。しかし、単離化合物の弛緩作用は、CP
の主成分であるf㎞ranodienoneよりもCKPの主成分であ
るf㎞ranodieneに強い傾向を認めており、成分との関係
は明らかではない。熱水抽出エキスの弛緩作用はメタノー
ル抽出エキスに比べて弱く、10w3　g／mlでは生薬間で差が
見られ、強い順にCL、　CW、　CP、　CZ及びCKPであっ
た。熱水抽出エキスに含有されるメタノール可溶物の比
率を調べたところ、高い順にCL、　CP、　CW、　CKP、　CZ
であった。この結果から、メタノール可溶物が多い程、
強い弛緩作用が期待できることが示唆された。すなわち
骸金類生薬の血管弛緩作用の多くはメタノール可溶性
（低極性）化合物が担っていることが明らかとなった。
　今回検討した5種類の生薬には熱水抽出エキス及びメ
タノール抽出エキスによる血管弛緩作用、多糖類画分に
よる血管収縮作用が共通して見い出された。しかしNO
の関与が示されたのはCZのみであった。　NO合成阻害薬
であるL－NAMEを前投与したとき、　CZの熱水抽出エキ
スの弛緩作用は減少し、多糖類画分の収縮作用が増強し
た。すなわち、CZはNO依存性の弛緩作用を示す成分を
多糖類画分に含有しており、その成分は何らかの機序で
NOの産生を促進していることが考えられる。すなわち
CZの多糖類画分は血管作動性において二面性を持って
いる。しかし、弛緩作用を示す成分と収縮作用を示す成
分が別々に存在するのか、両方の作用を示す同一の成分
なのかは明らかでない。
3．欝金類生薬の品質について
　外部形態では識別が困難な骸金類生薬はDNA配列に
基づく同定法が唯一の方法であり、今回、簡便な同定法
を開発することができた。また、同基源の生薬の場合、
精油成分が多いほど駆療血作用も優れていることが示唆
された。CZは自然発症高血圧ラットに対してもCLより
も強い降圧作用と血管弛緩作用を示すことも確認してい
る2㌧
　なお、日本薬局方のガジュツの基原は本研究の結果を
反映し今後訂正される予定になっている。
4．Sα8α類植物のDNA解析22）
　Sα8α属はタケ科（Bambusaceae）又はイネ科
（Gramineae）の植物で、サハリン、千島列島、日本列
島、朝鮮半島を中心に分布している。日本は最も多く
8αsα属植物が分布する地域であるが、分類が困難であ
るため種の数が一定ではなかった。大井は11種、杉本
は64種、室井は27種、北村らは35種と報告している。
1978年、鈴木はこれまでの分類を整理し「日本タケ科
植物総目録」で35種にまとめた。Sαsα属植物は稀にし
か開花しないため、桿鞘、葉鞘又は葉の毛の有無、葉の
厚さ、葉の光沢などが分類点となる。しかしこれらの形
態は生育年数、温湿度や標高などの環境により変化する
可能性があり、依然として分類は困難なままである。
　日本人はSα8α属植物を観賞用、食品の包装又は民間
薬として使用してきた。民間薬としてのSαsα属植物は
「クマザサ」と称される事が多いが、これは植物学的な
クマザサSαsαu雄c玩ではなく、一般に「クマザサ」
と総称される8αsα属植物である。難波らは市場品の
「クマザサ」の原植物をチマキザサS．ρα加砿α、クマイ
ザサS．8eηαηθηs‘s、ヤヒコザサ＆yα玩加eηs‘8、チシ
マザサS．九r旋ηsεsと報告している23・2㌔クマザサSαsα
ue紘cんjjは限られた地域に自生するほか、観賞用に栽培
されるのみであり、生薬として流通することは考えにく
い。
　我々は8α8α属植物の分子系統学的解析を行い、薬用
種を中心に近縁関係を明確にすることを目的とした。そ
れによりDNA配列による、生薬の同定にも繋がると考
えた。これまで、Sα8α属植物についてDNA配列を解析
したものは数例しかなく、8αsα属間で比較したものは
ない。我々は数例で明らかになっている葉緑体r6cL遺
伝子とρsα1遺伝子の間の配列を解析し、比較することを
計画した。
　4．l　Sαsα属植物のDNA配列と近縁関係について
　8αsα属植物16種34検体およびoutgroupとしてモウソ
クチクPみ功08ZαC勧sρμ6esceηSを解析した。解析した
rbcL遺伝子とORF106の間の領域及びORF106の部分領
域は検体により異なり長さ759から821塩基対であった
（Fig．9）。この長さは大きく3分類できた。821塩基対、
789から790塩基対、及び759塩基対である。配列の種
類はモウソウチクPp功e8cθηsを入れて13種類であっ
た。同種でも異なった配列の検体が存在した一方、別種
一20一
Proc．　Hoshi　Univ，　No、49，2007
　　　Sas80sbωbnsjb（A）。σ＿π。。ww｛・・願・πAT。…一・…・A…・＾・紺一。…一・wA㈱TAT鰍πAT。…“・M・鰍・・
（B）・
S．缶四貨μbeηs陪
　　ウ金企★含舎禽宿★む★ ★★企肯★★★★★★★★★★★★★台★★★★冑台A台曹冑★・台★冑・食★吟★白金★★白台吉金★白白倉・★t・★A含白★白金★★★★★白★女★★★★★★★★金★台★台★企★官白金白★★白金・吟白★費．會・・舟
G　G　G　A　G　A　C　⊂　（821　bp）
　　　S．給μbo佃n8（C）　・・“｛“ 食鳶鳶★★★★弁w★★★★★★●★★★★古★★★★★★★★曹★★★★★★★★舎衰★★曹力★★吉★ψ★w■★w★★介金台台台★★★★★台脅★★★一＿一一＿＿　一＿一一一一一一一一＿一一一一一一一一一一一一一＿★
w　食　士　金　★　官　冑　★　（821　bp）
★　★　★　★　★　★　★　★　（790　bp）
（・）竺r燃：然燃燃烈已巴ε烈燃二三燃竺竺竺竺三吐三燃三伽S：〔〔a竺ヲ・．（79。bp）
　　　S．seη8nθπ5侮
（E）　★“企⇔，“一蝕
　　　S．kα’Wθηs佑
（F）　★食冑＿白
金金金官古★看●臼金企竃舎白金金★★，★★企★台曹曹企★★企禽實★■肯★食禽★弁金怜爲■，冑白吟白台畜●●白食金金金白古金金，←零＿～＾～吟一，＿，一，＿＿　一一一一一一＿一　一　一一一一一一吟★★★噺噺★企企企
金白官官金舎金金金金金企古舎♪★企★★曹★古企曹★★禽★吉昏白台金★冑台台ウ金脅吟吟・台ヂ台白竃白倉蛍金．金竃金★★★古古★＿＿＿＿一＿一，＿≡，←旨，＿一一一一一一一＿一　一一　一一一一一★★★★★★★企企企
★　金　★　企　★　★　白　台　（789　bp）
（G）竺ご竺＆お凹b°疏＆飾a缶・』晒・s卿晦
禽★★w曹冑冑舎曾吉吉吉★冑台台舎★●宿ウ士’★金金金★企★★★★★★★★☆肯肯★★企，★吉★★，★舎★★★★曹冑冑冑w肯官一一一一一一一一＿一一一＿一＿＿一，＿＾＿一，旨一＿＿香一一一金●●會★●禽金●吟
★　含　★　★　企　★　右　★　（790　bp）
（H）s已燃．、
古★★古★企企企舎★★★★金w衰★★★w★★★冑冑★食★古金★士★★★士★★★女★企★★★★★★★白★★玲★★★★★★右女★＿＿＿一＿，r参一，一＿≡←＿＿一＿一一一一＿一一＿一一一一一冑曹冑金冑★★金舎★
吟　台　夕　・　★　臼　・　★　（790　bp）
（1）s也燃竺
★曹★曹舎★食食食台台吉★★吟，金・★音ヂ士白★白竃金金★★★＿＿＿一＿＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿“，＿＿一一一一一＿＿一＿＿一一一＿一＿＿一一＿一，，一一，＿～＾　一〔一＿＿＿一＿＿金・・★★台含金金金
金　★　★　．　★　胃　曹　★　（790　bp）
（コ）・
S．s●η8ηeηS∫sf．η0」棚S
企★噺舎食舎金食禽台禽台台★吟，食命命白ヂ右合白・音・金白宜★＿＿今サ●，＿＿＿＿＿一，，＿＿＿一一，一，r→＿＿＿＿＿＿，，＿＿＿＿＿，一＿＿＿一＿一＿一一＿一，“・＿＿一＿＿＿＿，≡金・金金金’★金★★
金　金　く　c　★　★　古　吟　（759　bp）
“吟AAAAAA“
（K）S巴燃鯖s醐”9刷＆w’醐v肌順臨
★★金官★古★★金台★，企含★★★★★合★★禽食舎企舎★★★★一一一一一一一一一一　一＿一一＿一＿一　一　一一一一一＿＿一一一一一一＿＿＿＿＿＿＿一一一一一一　一　一一一一一一一　一一一一一一＿＿＿●金吟爲含金・金台白
金　＾　女　白　★　G　T　金　（759　bp）
　　　S．cカ8パ8◎θ8（L）　・軸帥・舶…・ ■★★★古古白金金★★★★古企★曹★★★★★★古★企★★★★★一一一一一一一一一一　一＿一一　一一一＿一　一一一一一＿一一一一一一一一＿一＿＿＿一一一一一一一　一一一＿一一一一一一一一一＿＿＿＿白亡金金金金金白金白
曹 　，　士　白　★　食　金　吟　（759　bp）
（M）吻竺竺’坤臼ceηs
　　　　2337　　　　　4ア　749
企企★★★★台舎曹★★噺★吉舎舎禽★★★★★台食吉★曹禽古台吟一一一一一一一一一一　一＿＿一一一一＿一一一＿一一一＾←←⇒一＿←参＝＿一＾＾輪≡≡＿一参，＿一＿＿＿テ＾＾≡←一＿＿，，＿←★★★台金★★★★企
＾　★　★　★　A　★　★　H　（759　bp）
’73　　’79 204　　270 2，9 2犀2 25’
★・
剛
G・
鋤
★・
鋤
??古
昂
（759bp）
＜《響レ ＜トー一一一〇RFlo6－一一⇒レ
Fig．9．　Companson　of　intron　between　rカcL　and　ORFlO6　and　partial　ORFlO6　regions
（A）to（M）indicate　scquence　types．　Hyphen（一）denotes　alignment　gap；asterisk（＊）indicates　sequence　identity　with㎞αo∫万出η∫f∫（NB25）．
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italics　under　the　sequences　indicate　ahgned　nucleotide　position．　Characters　in　parentheses　fbl｜owing　scienti行c　names　are　voucher　numbers．　Numbers
on　the　right　side　in　brackets　indicate　length　of　each　sequence．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　閉●dlcinallyU8●d
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Specb8
（A）〔S●ct　L8s蜘●ηηa．．．　S●s●os力脆ηsお
（B）［S●ct　L88㊤d㎞8．．．S．缶μ㎞b●ns鱈
（C）〔：S●ct．　Moη川c佃db6　．．S」おμbo佃η8
（G）
S●cL鼻白cn｝c力倫myg　・S．有”7論n8鱈
S●ct　Moη〃必佃dbo　・・S．●”bo佃n●
S●cts8s書　…　　．一・・S，陣㎞●缶
S㏄亀S●58　・．．．一・・S．句c⑩肋b
S●ct．　Cm85加odr－．．S．ηゆρon化8
（F）〔S●ctM書cπ鰺力畑πη3・S．有”曲酪鱈
（E）〔S●ct　s8s8　・．．．・．・．S，　se”●n●”5陪
　　　　　S●c臨M8cπ鴻力●ηザ8．S．　c㎝μ8
　　　　　S●ctM●cπx2白畑””元●．S．c㎝”8f．η創bμ’05劉
　　　　　S●ct．　L88’odbnη書．－S．　s力加’dを“8”8
　　　　　S6嬬化”o”〃佑ぬ由●　・・S，力句庖缶●
（D）　　S●ct．　S●88　・．．．．・．・S．8●ηaηe”8正s
　　　　　S●cts8●8　・・．．・●・・S．声力債o●ηs伝
　　　　　S●cts888　・‥一．・・S．w臨伽〃
　　　　　SocL　C抱ss伽句7．一・S．●’㎎●ηぴ6s加8
　　　　　S●cL　C抱ss伽《漸・…　　S．88m●η危n唱
（H）〔Soct　s888一．・．．■■ S．鴨κc伽〃
（工）⊂S66tc”冒ss伽αガ・．．．S・η伽ρoη佑●
（」）〔S●d」S“8
（・）［露
●
?
??
??
・．・…　　．．S．●●η8η●η5■f．ηoO〃鱈
．■…　　．．．S．ρ8㎞●飴　　　　　　　　●
．・．…　．．S．●●仰80●ηs伝　　　　　　●
．■…　　．．．S．　w’缶力〃v3r．白〃写ロ缶
（L）CS●ct伽ss伽ゆd’・…　　S　ch●パ冶c●8
（M）CPWy〃08缶chy8ρ”be3ce”S
Fig．10．　Phylogenetic　tree　based　on　intron　between　rbcL　and　ORFIO6　and　partial　ORF106　regions
The　stnct　consensus　tree　reconstructed　on　the　basis　ofmaximum　parsimony　analysis．　Tree　length＝106，　Cト0．8302，
The　numbenbove　Iine　is　branch｜ength，　and　the　number　be｜ow　line　is　the　bootstrap　value　with　lOOO　replicates．
RI＝0．9048，　RC＝0．9048．
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でも同じ配列の検体が存在した。例えばチシマザサ
S．肋r旋η8おの検体は（F）と（G）の2タイプの配列、
イブキザサ8．励bo垣ηαの検体は（C）と（G）、チマキ
ザサ＆ρα加砿αは（G）と（K）、クマイザサ
8．seηαηeη8isは（D）、（E）、（J）、及び（K）、クマザサ
8．ひ碗c万εは（D）と（H）、ミヤコザサ＆πippoπ‘cαは
（G）と（1）であった。
　最節約法で構築した系統樹では塩基配列の違いを良く
反映した（Fig．10）。長さ821塩基対であった（A）と
（B）はクラスターを形成し、さらに（A）から（H）は100
％のbootstrap値で大きなクラスターを形成した。（A）
から（H）は31塩基対の2回又は3回の繰返し挿入が存
在することで共通している。この系統樹はチシマザサ
8．んμr旋η8」8に見られた2つのタイプ（F）と（G）が近
縁である事を示している。イブキザサ8．励bo‘αηα、ク
マイザサ＆seηαπεηsj8の（E）と（D）、クマザサ
8．ひe漉励でも同様の事が示された。しかしチマキザサ
8．pα加α如とクマイザサ＆sのαπ¢ηs：8（E）（D）と（K）、
ミヤコザサS．π切poηjcαの2タイプは関連が認められな
かった。
　民間薬として使用されてきたいわゆるクマザサと称さ
れる生薬は、植物分類学的なクマザサ＆u斑c疏と同名
であるために、クマザサS．u砿c疏由来であると誤認識
される場合がある。薬用としてのクマザサはおそらく人
家に近い山野に生育しているSα8α属植物全般に由来す
ると考えられる。これだけ同定が困難である植物から特
定の形態のみを選びだしている事は考え難い。
　民間薬クマザサの原植物とされた4種＆ραZ〃τ碗α、
8．seηαπeπs‘8、　S．　yα万加eπsjs及び＆肋r旋ηsfsは系
統樹ではやや近縁関係を示している。しかし、上記推測
から、この4種でなくとも、近縁関係にある8αsα属植
物も同様に薬用種として使用できる可能性も考えられる。
　本研究ではSαsα属植物のDNA配列を明らかにし、系
統関係を示す事ができた。種に特異的なマーカー配列を
見い出すには至らなかったため、本結果のみで種の鑑別
することはできない。しかし、Sαsα属植物について特
定遺伝子領域のDNA配列及び系統関係を明らかにした
最初の報告である。今後この結果を基に生薬鑑別法に応
用することを計画している。
5．おわりに
　遺伝子解析による同定法はこれまで同定が困難であっ
た生薬にも適応可能であることを示すことができた。我々
が行っている生薬の基源の解明で大きな比重を占める点
は原植物と思われる比較植物を収集することである。し
かし近年、海外から植物を導入することは非常に困難な
状況になりつつある。本研究の遂行は本学薬草園に維持
保存される貴重な植物が利用できたことに寄るところが
大きい。今後もこの遺伝子資源を生かした研究を進めて
いきたいと考えている。
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Molecular　Phylogenetic　Analysis　of　Medicinal　Plants　and　Application　R）r　Identi丘cation　of　Herbal　Medicine
Yohei　SASAKI
Department　of　Medicinal　Plant　Science，　Hoshi　University
　　　There　are　various　qualities　in　herbal　medicines　because　they　are　derived　f士om　natural　products．　To　grasp　qualities
enable　us　to　Inaximize　the　e飽acy　of　herbal　medicines．　We　try　to　develop　the　method　fbr　identification　of　herbal　medi－
cine　by　molecular　biological　analysis．　In　this　paper，　we　described　quality　evaluation　of　Cμrωη膓αdrugs　and　phylogenetic
study　of　8α8α　plants．　For　Cμrcμηzαdrugs，　we　conducted　molecular　authentication　and　examined　the　e6bcts　on
vasomotion　in　rat　ao☆a　rings　as　one　index　against’10ketsu．”Only　the　water　extract　of　Cμrcμπ↓αz¢（〕oαr》αshowed　NO－
dependent　relaxation　besides　NO－independent　relaxation．　The　drug　derived伽m　C．　ze（loαr‘αhas　the　potential　to　cure
Oketsu　with　its　various　acting　points．　For　Sαsαplants，　we　fbund　that　the　DNA　alignment　in　the　intron　between　rbcL
and　ORF106　and　partial　ORF　106　regions　gave　usefVl　infbrmation　to　estimate　the　botanical　origin　of　the　herbal　medicine
derived伽m　the　leaves　of　Sαsαplants．
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